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O ciclo do glioxilato, descrito em 1957 por KORNBERG 
e KREBS (l) em bactérias do gênero Pseudomonas, é uma forma mo 
dificada do ciclo do ácido tricarboxílico sendo a via pela qual 
constituintes celulares podem ser sintetizados a partir de uni_ 
dades de dois carbonos. Esta via é constituída pela citrato sin 
tase, aconitase, isocitrato liase, malato sintase e malato desi 
drogenase, sendo que a isocitrato liase (EC4.1.3.1.) e a malato 
sintase (EG4.1.3.2.) são as duas enzimas que contornam as eta - 
pas descarboxilâtivas do ciclo do ácido tricarboxílico e são es 
pecíficas desta via. Estas duas enzimas são chamadas de einzimas 
anapleróticas (2).
A isocitrato liase foi primeiro demonstrada em 1953 
por CAMPBELL, SMITH e EAGLES (3) em extrato livre de células.-de 
Pseudomonas aeruginosa, onde ocorria a formação de glioxilato e 
succinato quando adicionava-se citrato ou cis-aconitato como 
substrato. Esta descoberta foi confirmada em fungos e outras e_s 
pécies de bactérias (4, 5» 6). 0 substrato verdadeiro da reação 
é o threo Ds-(+) isocitrato (7 ). A enzima requer adição de Mg++ 
e um composto sulfidrilico tal como: cisteina ou glutation para 












A enzima de condensação do glioxilato com Acetil-CoA 
formando malato, foi demonstrada em.extrato livre de células
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de Escherichia coli, por WONG e AJL (8) em 1962 e denominada de 
malato sintase.. Demonstraram também que esta enzima purificada 
cerca de 50 vêzes necessitava de Mg e cisteína para sua ativi 





HI0 n _ H0-C-C00H^ malato | .
C-COOH + H2Q -------- * H-C-COOH + CoA-SH
^  sintase ^
Acetil CoA Ac. glioxilico malato
Em 1957, experimentos de BEEVERS (9) em fatias de en-
dosperma de mamona (Ricinus communis L.) demonstraram a incorpo 
~ 14ração de C em unidades de glucosé da sacarose, a partir de a­
cetato radioativo (acetato 1 e 2 ^ C ) . 0 autor sugeriu a parti­
cipação do "ciclo do glioxilato" descrito em 1957 por KORNBERG 
e MADSEN (10) em Pseudomonas, como responsável pela conversão 
de gorduras a carboidratos em cotilédones.
KORNBERG e BEEVERS (ll) em 1957 determinaram as ati - 
vidades das enzimas do ciclo do glioxilato em sementes de Rici­
nus communis L (mamona) em germinação, demonstrando constituí - 
remo elo de ligação entre a degradação de ácidos graxos e a 
síntese de açúcares durante a conversão de lipídeos à carboi - 
dratos. Estudos semelhantes em cotilédones de Arachis hypogea 
L. (amendoim) e Helianthus annus (girassol) em germinação por 
BRADBEER e STUMPF (l2) no ano de 1959 mostraram a degradação 
de ácidos graxos e formação de açúcares com envolvimento do ci­
clo do glioxilato no processo.
CARPENTER e BEEVERS (13) em 1958 estudaram a-distri - 
buição da.isocitrato liase em uma grande variedade de tecidos 
de plantas superiores, incluindo folhas, raízes, frutos, semen 
tes sêcas e sementes em germinação. Verificaram traços de ati - 
vidade enzimática em folhas de mamona, sementes de milho, ervi­
lha em .germinação e atividades mais altas em cotilédones ou en-
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dospermas de sementes de melancia, algodão, mamona, abóbora, 
soja e amendoim em germinação.
YAMAMOTO e BEEVERS (14) em 1960 verificaram que a ma 
lato sintase era mais difundida do que a isocitrato liase nos 
tecidos de vegetais superiores e era encontrada em níveis enzi_ 
máticos diferentes. No entanto, as atividades enzimáticas mais 
altas ocorriam em sementes de mamona, soja, couve-flor, melan­
cia, ervilha e amendoim em fase de germinação.
CARPENTER e BEEVERS (13) e YAMAMOTO e BEEVERS (14) 
foram os autores que verificaram a presença das enzimas isoci­
trato liase e malato sintase em sementes de soja.
Após o estudo da distribuição das enzimas isocitrato 
liase (13) e malato sintase (14) em vegetais superiores, vários 
trabalhos foram realizados relacionando o aparecimento destas 
enzimas nas sementes em germinação.
MARCUS e VELASCO (1 5) em 1960 verificaram que em se­
mentes sêcas de amendoim, a isocitrato liase e malato sintase 
não apresentavam atividades. A isocitrato liase atingia ativi­
dade máxima no sexto dia de germinação, a qual em seguida de - 
crescia rapidamente. Por outro lado a malato sintase apresenta 
va atividade máxima em torno do sexto dia de germinação, mas 
esta atividade permanecia constante, por mais alguns dias.
Evidências sobre a localização intracelular das en­
zimas do ciclo do glioxilato foram es.tudadas por vários auto­
res. HOGG e KORNBERG (16) em 1963 apresentaram as primeiras e­
vidências indicando a presença da malato sintase e isocitrato 
liase na fração mitocondrial de Tetrahymena pyriformis. Mais 
tarde MUELLER e HOGG (17) em 1967 concluiram que as enzimas do 
ciclo do glioxilato estavam localizadas nos peroxisomos de Te­
trahymena pyriformis.
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BREINDENBACH e BEEVERS (18) em 1967 imediatamente de 
monstraram em endosperma de sementes de mamona, através de cen
trifugação em gradiente de densidade de sacarose, que as enzi­
mas do ciclo do glioxilato estavam presentes em organelas que
3 ~ ~sedimentavam-se à densidade de 1,25 g/cm e n^o na fração mi-
tocondrial (densidade de 1,17 g/cm ). Estas organelas recebe - 
ram o nome de glioxisomas para enfatizar a presença do ciclo 
do glioxilato.
GERHARDT e BEEVERS (19) em 1970 verificaram em semen 
tes de mamona que as atividades específicas da isocitrato lia- 
se e malato sintase na fração glioxisomal separada por gradien 
te de densidade de sacarose aumentavam até o quinto dia de ger 
minação e permaneciam constantes após êste período.
LONGO e LONGO (20) em 1970 demonstraram em sementes 
de Arachis hypogea L. (amendoim), que as atividades da isoci - 
trato liase e malato sintase eram pequenas até o terceiro dia 
de germinação e depois aumentavam rapidamente até o oitavo dia 
de germinação.
SCHNARRENBERGER, OESER e TOLBERT (21) em 1971 demons 
traram que em sementes de He1ianthus annuus L. (girassol) que 
a atividade máxima da isocitrato liase era alcançada no ter - 
ceiro dia de germinação.
TRELEASE et alii (22) em 1971 verificaram em semen­
tes de Cucumis sativus L. (pepino), que a isocitrato liase a - 
presentava dois picos de atividade, uma atividade maior no 
quinto dia e uma atividade menor entre o sétimo e oitavo dia 
de germinação. Já a malato sintase também apresentava dois pi­
cos de atividade, uma atividade menor no 32 dia e uma maior no 
sétimo-dia de germinação.
KAGAWA, McGREGOR e BEEVERS (23) em 1973 verificaram 
que em .sementes de Citrullus vulgaris, Schrad. (melancia) que 
a atividade máxima da malato sintase era - alcançada no quarto
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dia de germinação e que declinava rapidamente após este perío­
do.
Glioxisomas de cotilédones de algodão (Gossypium hir- 
sutum L.), de pepino (Cucumis sativus L.)f de amendoin (Arachis 
hypogea L.) , de melancia (Citrullus vulgaris, Schrad.) e de mç- 
gagametófitos de pinheiro (Pinus ponderosa Laws) foram compara­
dos por HUANG (24) em 1975 e apresentaram todos a mesma densi -
. 3dade de equilíbrio de 1,25 g/cm quando submetidos a centrifu -
gaçãc em gradiente de densidade de sacarose.
HOLMAN (25) em 1948 mostrou em sementes de soja, que 
o conteúdo de lipideos permanecia constante durante os dois prî  
meiros dias de germinação, aumentava ligeiramente no terceiro 
dia e então diminuia durante o restante do tempo do experimento 
(18 dias). McALTSTER e KKOEER (26) em 1951 confirmaram o traba­
lho de HOLMAN(25)•
HOWELL(27') em 1961 estudando as características meta­
bólicas da fração mitocondrial de soja durante a germinação, ob 
servou que o consumo de oxigênio aumentava até o quinto dia 
quando utilizava-se o succinato e alfa-cetoglutarato como subs­
tratos. Após êste tempo, o consumo de alfa-cetoglutarato diminui 
rapidamente enquanto que o de succinato diminuia lentamente até 
o décimo quinto dia de germinação. 0 consumo de isocitrato au­
mentava lentamente atingindo o pico máximo no quinto dia, ocor­
ria uma pequena diminuição no sexto dia, mantendo-se constante 
até o décimo dia de germinação. 0 autor interpretou estes resul­
tados como um indício do aparecimento do ciclo do glioxilato du­
rante a germinação.
HUTTON e STUMPF (.28) em 1969 mostraram que a degrada­
ção de ácidos graxos através da Beta-oxidação em sementes- de 
mamona processava-se nos sistemas particulados, sendo mais efe­
tiva nos glioxisomas do que nas mitocôndrias. Esta atividade 
Beta-oxidativa alcançava o máximo de atividade entre o tercei­
ro e quarto dia de germinação. COOPER e BEEVER3 (29) também
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era 1969 chegaram a resultados semelhantes, embora a atividade 
Beta-oxidativa fosse muito mais elevada nos glioxisomas e prà 
ticamente inexistente nas mitocôndrias.
ü desenvolvimento da soja na fase de germinação de­
pende do material de reserva armazenado nos cotilédones e nes­
te período devem possuir um sistema metabolicamente ativo para 
realizar uma rápida mobilização da reserva alimentar (30).
0 presente trabalho foi realizado com o objetivo de 
verificar o aparecimento das enzimas isocitrato liase e mala- 
to sintase durante a germinação em sementes de Glycine max(L.) 
variedades Bragg, Davis e Viçoja. A escolha destas variedades 
justifica-se por possuirem ciclos vegetativos diferentes (31), 
sendo as variedades Bragg e Davis classificadas como de ciclo 
precoce e a Viçoja como de ciclo semi-tardio para as condições 




AS sementes de soja, Glycine max (L.) Merr., varie­
dades Bragg, Davis e Viçoja foram cedidas pela Drâ Elci Zappia 
do Instituto de Biologia e Pesquisas Tecnológicas do Estado do 
Paraná (I.B.P.T.)
2 - Germinação
Cinco (5) sementes de soja de cada variedade (equiva­
lentes a lg de peso) foram devidamente envoltas em papel de fil 
tro umedecido com água e colocadas para germinar no escuro, à 
temperatura de 282C e cêrca de 80% de umidade relativa. Para os 
ensaios enzimáticos, cinco (5 ) sementes de cada variedade foram 
retiradas de 24 em 24 horas em processo contínuo até um total de 
168 horas (sete dias).
3 - Preparação do extrato livre de células
Das sementes apenas os cotilédones foram utilizados, 
sendo lavados com água destilada, pesados e macerados em gral 
de porcelana, com igual peso de areia do mar previamente tra - 
tada -com ácido sulfúrico, hidróxido de sódio, ácido clorídrico 
e água destilada. A massa celular foi suspensa em tampão HEPES 
(ácido N-2-hidroxietilpiperazina N ’-2-etanosulfônico) 0,05 M- 
com 1 mM de ditioeritritol pH 7*2. A suspensão obtida foi cen­
trifugada a 16.000 x g por 20 minutos à'G-4eC em centrífuga re­
frigerada (International-Modêlo PR 2). 0 sobrenadante obtido 
foi utilizado como fonte de- enzimas.
4 - Preparação das organelas celulares „dos cotilédones
Cem (lOO) cotilédones de sementes de soja, variedade 
Viçoja, no quinto (5 2) dia de germinação, foram lavadas com á-
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gua destilada, pesados e finamente cortados com lamina de bar - 
bear. Em seguida foram suavemente macerados em gral de porcelana 
com igual pêso de "glass beads" tipo 100-5005. 0 macerado foi 
suspenso em tampão HEPES 0,05 M contendo sacarose 0,8 M e 1 mM 
de ditioeritritol, pH 7,2’. Esta suspensão foi filtrada através 
de gaze e o filtrado submetido a centrifugação por 10 minutos a 
480 x g. 0 precipitado foi desprezado e o sobrenadante novamen­
te centrifugado por 30 minutos a 12.000 x g. 0 sobrenadante foi 
desprezado e o precipitado (pellet) assim obtido foi suspenso 
em 5,0 ml.de solução de sacarose 32% contendo lmM de ditioeri­
tritol, pH 7,2.
5 - Preparação do gradiente de sacarose
As soluções de sacarose para gradiente foram prepara­
das em ditioeritritol 1 mM, pH 7,2. 0 gradiente foi constituído 
por uma solução de sacarose (56 ml) com concentração crescendo 
linearmente de 32 a 65%. 0 gradiente de sacarose foi feito no 
"Density Gradient Former" (Beckman) :em tubos de nitrato de celu 
lose (60 ml).
Sobre o gradiente linear de sacarose previamente for­
mado foram cuidadosamente depositados 4 ml de.suspensão do pre­
cipitado obtido na centrifugação de 12.000 x g. 0 gradiente foi 
centrifugado durante quatro horas a 48.000 x g ( 2o.000 r.p.m.) 
usando rotor SW 25,2 em ultracentrífuga Beckman L 2-65 B. Após 
centrifugação, introduziu-se cuidadosamente no fundo do tubo de 
gradiente, -uma agulha conectada aô  condutor de polietileno, atra 
vés do qual retiraram-se amostras de 1,6 ml. Todos os procedimen 
tos foram efetuados entre 0-4 2C.
A concentração de sacarose de cada fração foi determr 
nada em refratômetro Bausch Lomb (Bausch & Lomb Inc., Scientific 
Instruments) a 252G.
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6 - Ensaios enzimáticos
6.1 - Isocitrato liase
A atividade da isocitrato liase foi determinada pelo 
método de Bruce McFadden (32) por nós modificado. 0 sistema de 
incubação continha: 50,0 /amoles de tampão HEPES, pH 7,2 ; 3,0
umoles de cisteina. HC1 ; 1,0 /amol de MgCl^; extrato livre de 
células num volume final de 1,35 ml. Êste volume foi pré-incu- 
bado por cinco (5) minutos à 302C, a reação enzimática foi ini_ 
ciada pela adição de 4 /imoles de DL.isocitrato de sódio comple; 
tando o volume para 1,40 ml. Após 5 minutos a reação foi inter 
rompida com a adição de 0,5 ml de ácido tricloroacético 10%.
As proteinas foram removidas através centrifugação a 3.000 r.p. 
m. em uma centrífuga clínica durante cinco minutos. Ao sobre - 
nadante foram adicionados 0,2 ml de ácido oxálico 1 M e 0,05ml 
de fenilhidrazina 5%. A solução foi colocada em banho de água 
fervente por cinco minutos.e-depois em banho de gelo-por três 
minutos. Em seguida foram adicionados-0,9 ml de ácido clorídrico 
12 N e 0,05 ml de ferricianeto de'potássio 25%. A absorbãncia 
do produto formado, (glioxilatõ) foi lida a .520 nm após sete mi 
nutos em espectrofotômetro Beckman, modelo DU.2.
Uma unidade de enzima foi definida como sendo a quan 
tidade de enzima que catalisa a.formação de .1 umol de glioxila 
to a partir do DL isocitrato por minuto, a 302C nas- condições 
de ensaio. A atividade específica foi expressa como unidade de 
enzima por miligrama .de proteina.
6.2 - Malato sintase.
A atividade da malato sintase. foi determinada medin­
do-se a liberação do Còenzima A -SH do acetil CoA, quando o ex­
trato foi incubado com o glioxilato.e acetil CoA segundo o mé-
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todo de Ornston e Ornston (33) por nós modificado. 0 sistema 
de incubação continha: 50,0 /umoles de tampão HEPES, pH 7,2 ;
3,0 timoles de MgCl^ ; 0,5 timoles de glioxilato de sódio; ex­
trato livre de células e água num volume final de 0,40 ml. A 
reação foi iniciada com a adição de 0,2 ̂ umoles de acetil CoA, 
completando o volume para 0,45 ml. A mistura foi incubada du­
rante 5 minutos e o ensaio enzimático interrompido pela adi - 
ção de 1 ml de uréia 6 M. Em seguida foram adicionados 0,05 
ml de 5,5' Ditiobis (ácido 2-nitrobenzóico) 0,01 M. Após cin­
co minutos, determinou-se a absorbãncia em 412 nm em espectro 
fotômetro Beclonán modelo DU.2.
~  - 1 - 10 coeficiente de extinção molar 13.600 cm ,mol a
412 nm, correspondente ao produto colorido formado, foi utili 
zado para determinar a atividade da malato sintase (34).
Uma unidade de enzima foi definida como sendo a 
quantidade de enzima que catalisa a liberação de 1 /umol de 
coenzima A por minuto à 302C nas condições de ensaio. A ati­
vidade específica foi expressa como unidade de enzima por mi_ 
ligrama de proteina.
7 — Produtos das reações
7:1- Identificação do glioxilato
Um dos produtos da reação catalisada pela isocitra­
to liase foi identificado como glioxilato através do espec - 
tro de absorção de sua fenilhidrazona. As.condições e o mes-. 
mo sistema de incubação do ensaio enzimático. foram mantidos " 
até a formação,.da- fenilhidrazona do ácido glioxílico ..em ba - 
nho de água fervente. 0 espectro de absorção da fénilhidra - 
zona foi determinado em vários tempos de incubação enzimáti- 
ca (l, 3, 5, e 8 minutos) para formação dó produto,. Um pa - 
arão de glioxilato (o,05 vumoles) foi igualmente tratado -e 
sèu espectro de absorção determinado. 0s espectros de absor 
ção foram determinados em espectrofotômetro Variem Techtron 
modelo 635 D, com velocidade de varredura de 50 nm/min e ve­
locidade de papel de 3,33 cm/min.
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7*2 - Identificação do malato
0 produto da reação catalisada pela malato sintase 
foi identificado isotopicamente pela condensação do glioxila 
to 1 — de sódio com acetil CoA, conforme método descrito 
por Wegener et al (35). 0 sistema de incubação continha : 50 
«moles de tampão HEPES, pH 7,2 ; 1 yumol de MgCl ; 0,2 ̂ imoles 
de glioxilato de sódio; 0,008 /jmoles de glioxilato 1 -^C de 
sódio (0,10 /aCí) ; 0,5 Aimoles de acetil CoA ; 0,04 ml de ex­
trato livre de células (1 , 4 5 mg de proteina) e água comple - 
tando o volume da mistura de incubação para 0 , 6 ml. 0 siste­
ma foi incubado durante 5 minutos a 302C e paralelamente fo­
ram realizados dois controles: um sistema completo com enzi­
ma inativada e outro com enzima ativa e sem acetil CoA.
. ■ ' ~ 14Para determinar a incorporação do glioxilato 1 - C
em malato, produto de reação, 10 umoles de ácido málico co­
mo carreador, foram adicionados à amostra a ser cromatogra - 
fada. Esta solução foi cromatografada em papel Whatman n2 1 
usando como solvente: n-butanol , ácido fórmico e água (5 :1 :
1 v/v), por 8 horas em técnica crornatográfica ascendente. Um 
padrão (1 0 ;umoles) de ácido málico foi corrido no mesmo cro- 
matograma. A parte do cromatograma, correspondente ao padrão 
foi cortada e revelada com anilina-xilose em metanol (36). 0 
restante do cromatograma, contendo a amostra radioativa foi 
cortado em segmentos de 10 x-.2 0 'mm e colocados em frascos 
contendo 10 ml de líquido de cintilação (0,4% de PP0 e 0,012% 
de P0P0P em toluol)e posteriormente contados em contador de
' . .i 'cintilação líquida Beckman,-modelo LS-133. 0 produto da rea­
ção foi localizado pela radioatividade e seu Rf foi idêntico 
ao do padrão de ácido málico.
8 - Análise estatística
Foram feitos analise de variância e teste de Duncan
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a nível de significância de 5% de probabilidade (3 7) para as 
enzimas isocitrato liase e malato sintase entre as sementes de 
soja, variedades Bragg, Davis e Viçoja, em' diferentes tempos 
de germinação.
9 - Determinação de proteinas
As proteinas foram determinadas pelo método de Lowry 
et alii (38), utilizando-se sôro albumina bovina como padrão.
10 - Produtos químicos
S-Acetil-CoA sal sódico, DL isocitrato de sódio, 
threo-Ds-(+) isocitrato monopotássico, ácido glioxílico sal 
sódico, albumina bovina cristalizada, ácido málico, HEPES (á­
cido N-2 hidroxietilpiperazina N'-2 etanosulfônico), ditioeri- 
trol, Dowex-50 W (H+) 200-400 mesh, foram produtos fornecidos 
pela Sigma Chemical Company , St. Louis. Missouri. U.S.A.
Glioxilato 1 -^C de sódio, produto fornecido pela 
Amersham Searle , Illinois, U.S.A.
5.5'- Ditiobis (2-ácido nitrobenzóico) foi produto 
fornecido pela Calbiochem , San Diego, Califórnia, U.S.A.
Cloridrato de L (+) cisteina, ferricianeto de potás­
sio, cloridrato de fenilhidrazina, cloreto de magnésio, ácido 
oxálico, ácido tricloroacético, toluol, foram produtos forne­
cidos pela E. Merck, Darmstadt, República Federal da Alemanha.
"Glass beads" tipo 100-5005, foi produto obtido da 
Minesota Mining & Manufacturing Company , St. Paul, Minnesota 
U.S.A.
PP0 = 2,5 difeniloxazol e P0P0P = 1,4-Bis 2 (metil- 




As propriedades da isocitrato liase e malato sinta- 
se foram estudadas em extrato livre dê células de cotilédones 
de soja, variedade Viçoja, no quinto dia de germinação;
1 - Propriedades da Isocitrato Liase
1.1.- Efeito da concentração de enzima
0 efeito da concentração de enzima é mostrado na fi 
gura ns i. A figura mostra proporcionalidade entre a velocida 
de de formação de glioxilato e as concentrações de enzima usa 
das.
1.2 - Efeito do pH
0 comportamento.da enzima em função da variação de 
pH é mostrado na figura ne 2. Foi utilizado apenas tampão 
HEPES, porque ocorreu interferência dos sistemas tampoês so­
bre a atividade enzimática (tampões imidazol e fosfato). 0 pH 
ótimo de atividade enzimática foi em torno de pH 7,2. A isoci 
trato liase purificada de Pseudomonas indigofera (39) apresen 
tou pH ótimo em 7,9 em tampão TRIS e a de Ricinus communis L. 
(mamona) em pH 7,5 (1 3)*
1.3 - Efeito da concentração dé Mg++
A figura n? 3 mostra o efeito da concentração de 
Mg++. 0 ion Mg++-aumentou-a atividade da isocitrato- liase, até 
a concentração de 0 , 7 mM, sendo que concentrações superiores 
foram inibidoras.- Este comportamento é o .mesmo da isocitrato 
liase de Pseudomonas indigofera (3-9) e em Ricinus communis(i3 )
“ f ~  * 4 “  vo ion Mg atua apenas como ativador.
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1.4 - Especificidade
As atividades específicas em função dos dois subs­
tratos utilizados, DL isocitrato e tlireo-Ds(+) isocitrato fo 
ram 0,044 e 0,041 respectivamente. Tanto em Pseudomonas aeru­
ginosa (40) como em Pseudomonas indigofera (39) o único subs­
trato foi o threo-Ds(+) isocitrato.
2 - Propriedades da Halato sintase
2.1 - Efeito da concentração de enzima
A figura n2 4 ilustra o aumento da velocidade de rea 
ção com a concentração de enzima até a concentração em tôrno 
de 0 ,08 5 mg de proteina, nas condições de ensaio.
2.2 - Efeito do pH
A malato sintase apresentou pH ótimo em torno de 7>0, 
ao contrário da malato sintase de endosperma de Ricinus commu­
nis- (L.) (1 4), cuja atividade ótima estava situada num inter - 
valo mais amplo de pH (6,8 a 8,0).
a rs/ “f* "i"2.3 - Efeito da.concentração de Mg
0 ion Mg++ na concentração de 0,5 mM aumenta a ati - 
vidade da malato sintase em extrato livre de células em cerca 
de quatro vezes.
3 - Produtos de reação
3.1 - Identificação do glioxilato
A figura n2 5 mostra o espectro de absorção da fe -
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nilhidrazona do ácido glioxílico e os espectros de absorção da 
fenilhidrazona do produto de reação acumulado em diferentes tem 
pos de incubação enzimática. 0 espectro de absorção sugere ser
0 glioxilato o produto da reação da isocitrato liase.
3.2 - Identificação do malato
A tabela ne i mostra a incorporação do glioxilato
14 ~1 - C em malato, produto da reaçao da malato sintase. 0 malato
foi identificado através de sua mobilidade cromatográfica com­
parada com o padrão de ácido málico.
4 - Fracionamento das organelas
A distribuição das atividades de isocitrato liase e 
malato sintase em gradiente linear de densidade de sacarose é 
mostrado na figura n26. A isocitrato liase e malato sintase, a­
presentaram -um_pico_de .atividade.máxima na densidade de equilí-
3 ~ ,brio de 1 , 2 5 g/cm. À concentração máxima de proteina ocorreu
3 .na densidade de 1,17 g/cm . Também atividades das duas enzimas 
foram verificadas no topo do gradiente. A presença destas enzi­
mas nesta fração é provavelmente decorrente do rompimento dos 
glioxisomas durante .a preparação;das organelas, como foi suge - 
rido anteriormente por GERHARDT e BEEVERS (19).
Os glioxisomas de cotilédones de soja, como indicado
pela presença da isocitrato liase.e. da malato sintase, apresen-
, 3 ~ .taram .uma densidade de equilíbrio de .1 , 2 5 g/cm , idêntica as
densidades de equilíbrio reportadas para glioxisomas de outras 
espécies de vegetais por HUANG (24).
5 - Atividades enzimáticas em cotilédones .em- função do tempo de..-,
germinação
A atividade da isocitlato liase em sementes secas e
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durante as primeiras 24 horas de germinação no escuro, foi mui­
to baixa. A partir das 24 horas, ocorreu aumento da atividade
enzimática até o final do experimento (168 horas). Êste compor 
tamento, o qual reflete o aparecimento da enzima durante a ger 
minação foi o mesmo para as três variedades de sementes de so­
ja listadas na figura n2 7
Quanto a malato sintase, o comportamento foi semelhan 
te ao da isocitrato liase, sendo que a atividade máxima ocorreu 
em 144 horas, vindo a declinar em 168 horas de germinação.Fig.8.
Através da análise de variância observou-se que ocor­
reram diferenças significativas nas atividades específicas de 
isocitrato liase em 96 horas de germinação. 0 teste de Duncan 
mostrou que estas diferenças de atividades específicas da iso­
citrato liase eram devidas as variedades Bragg (ciclo precoce) 
e Viçoja (ciclo semi-tardio) para os tempos de 24, 48, 96 ho - 
ras de germinação (tabela II).
Kão foram detectadas diferenças significativas pelo 
teste de Duncan ao nível de 5/» de probabilidade (tabela III) 
nas atividades específicas da malato sintase entre as varieda­
des de sementes de soja analisada's.
As diferenças das atividades específicas foram sig - 
nificativas a nível de 5% de probabilidade apenas em determina 
dos tempos de germinação, portanto estes dados são insuficien­
tes para caracterizar as variedades de sementes de soja testa­
das em função dos níveis enzimáticos de isocitrato liase e ma­
lato sintase.
0 presente trabalho demonstra a indução das ativi - 
dades de isocitrato liase e malato sintase, enzimas caracte - 
rísticas do ciclo do glioxilato durante a germinação, bem-co­






















Figura n2 1 Efeito da concentração de isocitrato liase 
na velocidade de reação. A atividade de isocitra 






















Figura n2 2. Efeito do pH sobre a atividade da isocitrato 
0 sistema de incubação continha: 100 amoles de 
tampão HEPES; 3,0 /umoles de cisteina.HCl ; 1,0 
jumol de MgCl^ ; 4,0 ̂ imoles de DL isocitrato de 
sódio ; 0 , 5 4 mg de proteina e -água destilada, 
volume final de 1,40 ml, e foi incubado durante 
5 minutos.-a:302C e o glioxilato foi determinado 














Figura ne 3 . Efeito da eoncenfração.-de..Mg++ sôbre a 
velocidade de reação da isocitrato., liase. 0 siste­
ma de incubação continha: 50,0 umoles de. tampão HE 
PES, pH 7,2 ; 3,0 wmoles de cisteina.HCl ; 4,0yumo 
les de DL isocitrato de sódio, quantidades variá - 
veis de Mg++; 0,75 mg de proteina e água destilada 
num volume final de 1 , 4 0 ml, e foi incubado duran­
















Figura n2 4 Ef eito da concentração de malato sintase sobre 
a velocidade de reação.. 0 -sistema de incubação 
continha: 50,0 uimoles de tampão HEPES, pH 7,5;
3 , 0  amoles de MgCl^; 0 , 5 /umoles de glioxilato 
de sódio-; 0,2 .umoles de acetil CoA ; quantida­
des variáveis de enzima e água destilada, com­
pletando o volume final para 0 , 4 5 ml. 0 siste­









Figura ne 5 Espectro de absorção da fenilhidrazona do produto 
da reação da Isocitrato. liase. 0 sistema de incubação 
parã formação do produto ê igual ao descrito em mate­
riais e métodos. Nos tempos 1, 3, 5 e 8 minutos de in 
cubação-enzimática a reação foi interrompida com TCA 




INCORPORAÇÃO DO GLIOXILATO 1 -14C AO MALATO PELA MALATO 
SINTA SE DE GLYCINE MAX (L.) MERR., VAR. VIÇOJA.
Sistema de incubação c.p.m.
Completo 8 . 2 1 0
Sem Acetil CoA. 1.023
Completo c/enzima inativada. 485
Sistema de incubação: 50 umoles de tampão HEPES,pH 7,2 ;
1,0 umol de MgCl ; 0,2 /amoles de glioxilato de sódio ;
14 ✓0,008 yWmoles (0,10 uCi) de glioxilato 1 - C,de sódio; 0,5 
/umoles de Acetil CoA ; extrato (1,45 mg de proteina), á- 
qua destilada-completando o volume para o , 6 ml.
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1,30 1,25 1 , 2 0 1,15
g/cm3
Figura íi2 6 . Distribuição da Isoci trato li ase, malato sintase e 
proteinalem gradiente de densidade de sacarose. 0 
gráfico ilustra a atividade da isocitrato liase 























Figura n2 7 Variações na atividade específica de isoci- 
' trato liase durante germinação em Glycine 
max (L. ) Merr;, variedades. Eragg (— o—  ), Da 






















Figura n2 8' Variações na atividade específica de mala- 
to sintase durante germinação em Glycine 
max (L.)-Merr., variedades Bragg (— o— - ), 
Davis (_--o— ) e Viçoja ( — «— ).
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Tabela II. Atividades específicas da Isocitrato liase. Média de seis (6)dosagens em cotilédones de Glycine 
max (L.) Merr., variedades Bragg, Davis e Viçoja conforme tempo (horas) de germinação.
Tempo(h)
0Variedades 24 48 72 96 120 144 168
xicf 3 xlO- 3 -3xlO xlo" 3 xlO- 3 xlO- 3 xlO~ 3 xlO- 3
Viçoja 0 ,2 1 5*a 0,889 a 1 1 , 7 0 0 a 27,143 a 34,666 a 4 1 ,0 8 0 a 46,933 a 47,990 ,
Davis 0 , 1 7 2 a 0 , 5 6 2 ab 9,313 ab 28,098 a 31,999 ab 41,307 a 48,089 a 57,153 ,
Bragg 0,178 á 0,400 b 0,117 b 18,981 a 2 5 ,0 8 1 b 36,594 a 39,343 a 41,550 ;
TESTE DE DUNCAN a 5%. As variedades com mesma letra não diferem entre si e as letras diferentes, diferem 
estatisticamente.
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Tabela III. Atividades específicas da Malato sintase. Média de quatro (4) dosagens em cotilédones de Glycine 
max (L.) Merr., variedades Bragg, Davis e Viçoja conforme tempo (horas) de germinação.
Tempo (h) 
Variedades
0 24 48 72 96 120 144 168
_3 - 3 - 3 -3 , -3 ,  «-3 -3 -'íxlO xlO xlO xlO xlO xlO xlO xlO ~
Viçoja 5,268* 5,582 31,914 42,351 46,488 63,853 90,105 77,347
Davis 3,636 6,254 29,566 39,442 44,360 59,946 80,4 16 70,295
Bragg 4,468 4,741 23,386 38.740 50,424 57,673 68,261 67,956
* Nos tempos acima estudados não foram detectados diferenças estatisticamente significativas através do tes 
te de Duncan a 5%*
R E S U M O
As enzimas chaves do ciclo do glioxilato, isocitra­
to liase e malato sintase, foram demonstradas em sementes de 
Glycine max (L.) Merr., variedades Bragg, Davis e Viçoja. As 
atividades específicas das duas enzimas foram verificadas du 
rante 168 horas de germinação. Foram observadas variações es­
tatisticamente significativas no teor da isocitrato liase, en 
tre as variedades Bragg e Viçoja nos tempos de 24, 48 e 96 ho 
ras de germinação. As diferenças entre as atividades de mala­
to sintase das três variedades não. foram estatisticamente sicj 
nificativas.
As propriedades gerais das duas enzimas foram de -
monstradas e glioxisomas foram isolados na densidade de 1,25
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